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Verfahren und Vorrichtung zur Bestimmung des 
Volumens einer Fliissigkeitsprobe 
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Die Erfindung betrifft - gemass dem Oberbegriff des unabhan- 
gigen Anspruchs 1 - ein Verfahren zur Bestimmung des Volu- 
mens einer Probe einer Flussigkeit (A) , bei dem - zum Anfar- 
ben der Flussigkeit (A) - eine bestimmte Konzentration eines 
chromophoren Indikators in dieser Flussigkeit (A) erstellt, 
eine Probe von der Flussigkeit (A) abgetrennt, die optische 
Absorption der abgetrennten Probe gemessen und das Volumen 
der abgetrennten Probe durch Korrelation der gemessenen 
optischen Absorption mit der Konzentration des Indikators in 
dieser Flussigkeit (A) bestimmt wird. 



Es ist bekannt, dass Tropfen mit einem Volumen von mehr als 
10 nl sehr einfach aus der Luft abgegeben werden konnen, 
well die Tropfen bei korrektem Umgang mit der Pipette von 
selbst die Pipettenspitze verlassen. Die Tropf engrosse wird 

20 dann durch die physikalischen Eigenschaf ten der Probenfliis- 
sigkeit, wie Oberf lachenspannung oder Viskositat bestimmt. 
Die Tropfengrosse limitiert somit die Auflosung der abzuge- 
benden Menge Flussigkeit. Die Aufnahme und Abgabe, d.h. das 
Pipettieren von Flussigkeitsproben mit einem Volumen von we- 

25 niger als 10 nl verlangt dagegen meist Instrumente und Tech- 
niken, welche die Abgabe solch kleiner Proben garantieren. 

Das Abgeben einer Flussigkeit mit einer Pipettenspitze, d.h. 
mit dem Endstuck einer Vorrichtung zur Abgabe bzw. Aufnah- 

30 me/Abgabe von Flussigkeitsproben kann aus der Luft ("from 
Air") oder iiber das Beruhren einer Oberflache geschehen. 
Diese Oberflache kann die feste Oberflache eines Gefasses 
("on Tip Touch") sein, in welches die Fliissigkeitsprobe ab- 
gegeben werden soil. Es kann auch die Oberflache einer sich 

35 in diesem Gefass befindlichen Flussigkeit ("on Liquid Sur- 
face") sein. Ein an das Dispensieren anschliessender Misch- 



22493CH6.DOC 



vorgang- ist - besonders bei' sehr kleinen Probenvo'lumina im 
Nano- Oder gar Picoliter-Bereich - zu empfehlen,' damit eine 
gleichmassige Verteilung des P rob en vo lumens in einem Diluent 
gewahrleistet ist. 

Systeme zum Abtrennen von Proben aus einer Fliissigkeit sind 
als Pipettierautomaten bekannt. Solche Systeme dienen z.B. 
zur Abgabe .von Flussigkeiten in die Auf nahmetopf chen von 
Standard-Mikrotiterplatten™ (Handelsmarke von Beckman Coul- 
ter', Inc.,. 4300 N. Harbour Blvd., P.O.Box 3100 Fullerton, 
CA, USA 92834) bzw, Mrkroplatten mit 96 Topfchen. Die Reduk- 
tion der Prdbenvolumina (z.B. zum Befullen von hochdichten 
Mikroplatten mit 384, 864, 1536 oder noch mehr Topfchen) 
spielt eine zunehmend wichtige Rolle, wobei der Genauigkeit 
des abgegebenen Probenvo lumens grosse ' Bedeutung' zukommt . Die 
Erhohung der^ Probenzahl bedingt meist ; ens auch eine Versuchs- 
miniaturisierung, so dass die Verwendung eines Pipettierau- 
tomaten unumganglich wird und spezielle Anf orderungen an die 
Genauigkeit von Probenvolumen sowie die Zielsicherheit der 
Bewegungsfuhrung bzw. des Dispenses dieses Pipettierautoma- 
ten gestellt ' werde'n mtissen. ' 

Wegwerfspitzen reduzieren wesentlich die Gefahr 1 eines unge- 
wollten Ubertragens von Probenteilen (Kontamination) . Be- 
kannt sind einfache Wegwerfspitzen (sogenannte "Air- 
Displacement Tips"), deiren Geometrie und Material fur das 
genaue Aufnehmen und/oder ' Abgeben von sehr kleinen Volumina 
optimiert ist. Die Verwendung von sogenannten "Positive- 
Displacement ■ Tips " , welche art ihrer Innenseite einen Pump- 
kolben aufweisen, ist eb'enf alls bekannt. 

Zum Automatisieren mussen zwei Vorgange voneiriander ' unter- 
schieden' werden:' Die defiriierte Aufnahme (Aspiration) und 
die anschliessende Abgabe ' (Dispensierung) von Flussigkeits- 
proben. Zwischen diesen 'Vorgangen wird ublicherweise die 
Pipettenspitze vom Experimentator oder einem Automaten be- 
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wegt,, so dass der Aufn-ahmeort einer Flussigkeitsprobe von 
deren Abgabeort .verschieden ist.- Fur die Genauigkeit einer 
Abgabe bzw. Aufnahme/ Abgabe ist nur das Fliissigkeitssystem 
wesentlich, welches aus Pumpe (z.B. ein als Spritzenpumpe 
ausgebildeter Diluter) , Flussigkeitsleitung und Endsttick 
(Pipettenspitze) besteht. 

Die Richtigkeit (ACC = Accuracy) und Reproduzierbarkeit. (CV 
= Coefficient of Variation) der Abgab.e bzw. Auf nahme/Abgabe 
einer Flussigkeitsprobe kann durch verschiedenste Parameter 
beeinflusst werden. Die Geschwindigkeit ,der Dis.pen.sierung 
bestimmt z.B. weitgehend die Art des Abreissens des Tropfens 
von der Pipettenspitze. . 

15 Beim Pipettieren werden zwei grundsatzliche Modi . unterschie- 
den:. Single Pipetting und Multi Pipetting. Beim Single 
Pipetting Modus wird eine Flussigkeitsprobe aspiriert. und an 
einem anderen Ort dispensiert . Beim Multi Pipetting: Modus 
wird einmal ein. grosseres FlUssigkeitsvolumen aspiriert und 

20 anschliessend in mehreren - meist aquivalenten - Portionen " 
(Aliquots) an einem oder mehreren verschieden Or ten- z.B. in 
verschiedene Aufnahmetbpf chen einer Standard-Mikrotiter- 
. platte™ dispensiert.- , 

25 Das Messen des. aktuellen Volumens .einer .Flussigkeitsprobe 
nimmt aber keine RUcksicht .auf : die Art- und. Weise, wie-- ein 
Tropfen abgetrennt wurde : In Europa liegt die. Norm . IS.O/DIS 
8655-1 der International Organization for Standardization 
(ISO.) mit Sitz in Genf, Schweiz/ zumindest im Entwurf seit 
1990 vor. Diese Norm definiert die Rahmenbedingungen zum 
Durchfuhren von Laborarbeiten mit Dispensiervorrichtungen, 
wie Pipetten, .Dispensern, und Buretten. Bekannte nationale 
Normen, wie ASTM (USA), British Standard.. (GB) oder der neue- 
ste. Entwurf DIN 12650 , (Deutschland.) ,mussen , sich in das Netz 
35 der ISO-Norm ISO/DIS 8655-1 einftlgen, :. 



30 
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Die Norm DIN 12650 unterscheidet in ihrem 4. Entwurf von j 
, 1996 im wesentlichen zwei Verf ahrenskategorien zum Testen 
der- Messgenauigkeit von Dispensern. Es sind dies gravimetr^ 

sche und nicht-gravimetrische Methoden. Weil nicht jedes L 

1 

5 bor iiber . genugend ruhige Wagestationen und tiber teure Waagen J ' 

■ mit der. notigen Auflosung (sechs Dezimalstellen) .zum Durch- 
fiihren von gravimetrischen Messungen verfiigt, werden von der 
Industrie (z,B. Firma ■ EPPENDORF AG, Barkhausenweg 1, D-22339 
Hamburg,. Deutschland) f otometrische Tests fur Handpipetten, 

10 z-.B. fur den Bereich der Probenvolumina von 0.2 bis 1 \il an- 
geboten 

Eine weitere Me-thode is.t-au-s dem Aufsatz "Performance Veri- 
fication of Small- Volume Mechanical Action Pipettes" von Ri- 
15 chard H. Curtis [Cal.Lab, May/ June .1996] bekannt. Im Be- 

■ wus.stsein der Schwierigkeiten (z.B. Verdampfung, Vibratio- 
nen, statische Aufladung der Proben). der Anwendung von gra- 
vimetrischen ■ Methoden auf eine Fliissigkeitsprobe im Mikroli- 
ter-Bereich wird. dort ein - integriertes System vorgeschlagen, 

20 welches auf; der .Verwendung . von colorimetrischen Substanzen 
beruht, Allerdings muss vorausgesetzt- werden, . dass die Kon- 
zentration. einer Indikatorsubstanz, deren; optische Dichte 
gemessen werden, soil, genau bekannt ist. Diese optische 
Dichte - im englischen Sprachgebrauch als. "Optical Density" 

25 (OD) bezeichnete Grosse - errechnet sich aus log 10 (VT), wob'ei 
T als , Transmissionsgrad ■ ,(engl. "Transmittance" ) bezeichnet 
wird. Diese .Transmission entspricht l /\ ot d.h. dem Verhaltnis 
von Ausgangsintensitat und Eingangsintensitat von die Probe 
; durchdringenden Lichtstrahlen . Des Weiteren muss das Gerat 

30 zur Messung der ;optischen Dichte ebenfalls den ; internationa- 
len Normen genugen. Ausserdem miissen Probleme,. wie eine Ab- 
hangigkeit der Messung von der Probentemperatur , Verande- 
rungserscheinungen in. der -Testlosung und Abnutzungserschei- 
nungen in, der Messkuvette ,in Betracht gezogen werden. Die 

35 Firma ARTEL Inc. 25 Bradley Drive Westbrook, Maine, USA, 
■produziert dieses "Artel PCS™ Pipette Calibration System" 
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genannte, "gattungsgemasse System. Es besteht im wesentlichen 
aus einem vorabgef iillten, verschlossenen Testglas mit 4.75 
ml einer- genau definierten Konzentration einer Kupferchlo- 
rid-Losung und einem Instrument zum Messen der optischen Ab- 
sorption (A = optische Absorption = Io /i = 7 T ) dieser Losung 
bei einer Wellenlange von 730 nm. Das Testglas wirdin das 
Instrument eingesetzt und bleibt dort wahrend des gan'zen Ka- 
librationsverfahrens. Der Experimentator off net den Deckel 
des Testglases und gibtmit der zu kontrollierenden Pipette 
eine der gewiinschten Messgenauigkeit entsprechende Probe in' 
das Testglas, worauf er den Deckel wieder verschliess ; t Die 
zugegebene Probe ist eine Losung von "Ponceau S", einer or- 
ganischen Testsubstanz, welche unter anderem wegen ihrer 
Langzeitstabilitat und guten ■ "Pipettierbarkeit '? (ahnlich wie 
Wasser, . selbst .in.- hohen Kon-zentratiohen) und ihres breiten, ' 
>gut definierten. Absorptions-Peaks bei -520 nm ausgewahlt ; wur- 
de. Die Absorptionspeaks -der ■ Kupf erchlorid-Lo-sung und der 
Testlosung ."Ponceau S" ruberlappen sich nichU -Die' Testlosung 
enthalt zudem Biozide, urn das Wachstum von Mikroorganismen 
zu verhindern sowie einen pH-stabilisierenden Puffer. Das 
- Gerat mischt. die beiden Losungen mit. einem eingebauten Mi- 
scher und bestimmt die Absorption bei 52 0' nm - (Ponceau S) und 
bei 730 nm (Kupf erchlorid) . Auf.der Basis: dieser beiden - 
Messwerte und ; den bekannten Ausgangskonzentrationeri- wird 
dann das Volumen der zugegebenen Probe errechnet . 'Obwohl 
dieses System den Vorteil hat, dass die Messung der - 
optischen Absorption unabhangig von der. Weglange und' von Un- 
regelmassigkeiten im Testglas ermoglicht ! wird, so hat ' es 
doch den Nachteil, dass es - nicht mit - eirieiii sinnvollen Auf- 
wand fur . die Anwendung in .einem Mehrkanal-Pipettier- 
Automaten adaptiert werden kann.. 

Ein weiteres. gattungsgemasses :Kalibrierverfahren verwendet 
als Testsubstanz "Orange <GV das 'eine Absorptions-Messurig 
mit honer Empf indlichkeit erlaubt: Nachteilig ist l aber hier, 
dass die flachen Molekule dieser . Testsubstanz eine hone Ad- 
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hasion an die Innenwande der' Pipettenspitze bzw. an den 
"■Tubings" (Schlauchen) , "Troughs" (Troge bzw. Behalteraus 
denen aspiriert wird) und/oder Fliissigkeitstopf chen von Mi- 
kroplatten aufweisen. Dadurch findet eine unkontrollierbare 
5 ■ ■ Reduktion der Orange G - Konzentration in der Testflussig- 
keit statt, was die Zuverlassigkeit des Tests in Frage 
stellt. 

ETn ebenfalls gattungsgemasses Verfahren ist aus BE 761 537 
bekannt, welches die automatische Analyse von verschiedenen 
Substanzen mit erhdhter Genauigkeit, insbesondere die auto- 
matische Analyse, welche vom Probenvo lumen der Substanz ab- 
hangt, offenbart. Gemass dieser Erfindung mischt man Chrom 
in der Form von Cr 2 (S0 4 ) 3 ' 10 H 2 0 als Indikator in eine Probe, 
urn darin eine bestimmte Konzentration von Chrom (III) zu er- 
halten. Anhand der gemessenen Chrom ( III ) -Konzentration wird 
das effektive Volumen' der Probe ' berechnet . Die Probenvolumi- 
na bewegen sich im Milliliter-Bereich." 

20 Cr 2 (S0 4 ) 3 ' 10 H 2 0 liegt in wassriger Ldsung als : [Cr(H 2 0) 6 ] 3+ 1 
vor. Der Aquakomplex [Cr (H 2 0) 6 ] 3+ weist gemass Literatur 
(siehe Walter Schneider in "Einfuhrung in die Koordinations- 
chemie", Springer Verlag Berlin, Heidelberg, New York 1968, 
Seiten" 115-117) einen molaren' Extinktionskoef f izienten (e) 
25 von nur ca.'13 auf, wobei ein evon weniger als 100 als klei- 
ner bis^mittlerer Wert gilt. Bei reinen Aquakomplexen be- 
tragt der Extinktionskoef f izient' e etwa 50. Die Konzentration 
eines Farbstoffes und die optische Absorption sind liber das 
Lambert-Beer ' s'che-Gesetz' (A = c"* £ * 1) verknupft. 
30 Dabei gel'ten: A = optische Absorption 

c = Konzentration des gelosten Stoffes 

[M = Mol/L] ' 
s = Molarer Extinktionskoef f izient des ' gelo 
sten Stbffes [l/(M-cm)'] 
35 " -J = Schichtdicke (der Fliissigkeit, die das 

Licht durchlaufen muss) [cm] . : : 
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Aus. geratetechnischen Griinden empfiehlt sich (vgl. Bruno 
Lange et al . in "Photometrische Analyse", VCH Verlagsgesell- 
schaft mbH, Weinheim, 1987, s.eite 21), nur im Absorptionsbe- 
reich von 0.1 bis 1 zu . messen .\ Je hoher das e ist, urn so emp- 
findlicher kann das Messs.ystem ausgestaltet werden. Urn. ein 
Volumen von 1 ul in einem EndvQlumen von 200 ul mit einer 
optischen Absorption von 0.1 messen zu konnen, miisste die 
Konzentration von [Cr(H 2 0) 6 ] 3 ' gemass dem Lambert-Beer' schen 
Geset.z in der Probe mindestens 15 Mpl/L betragen. Durch die- 
se hone Konzentration werden aber die physikaj.isc.hen Eigen- 
schaften der Probe bedeutend verandert, was selbstverstand- 
lich unerwunscht ist.. 



15 Die Aufgabe der yorliegenden Erfindung besteht darin, ein ■ 
alternatives Verfahren sowie eine entsprechenple Vorrichtung 
zur Bestimmung des .Vo.lumens einer Probe einer Flussigkeit 
vorzuschlagen, welches, die Unzulanglichkeiten aus dem ; Stand 
der Technik beseitigt und eine Kalibrierung auch im Submi- 

20 kroliter-Bereich ermoglicht. 



Diese Aufgabe., in Bezug auf das Verfahren wird mit den ,Merk- 
malen des unabhangigen, Anspruchs ,1 .gelost. In Bezug auf die 
25 Vorrichtung wird die Aufgabe ,mit.den Merkmalen ,des unabhan- 
gigen Anspruchs 15 gelost. Zusatzliche bzw. weiterbildende 
Merkmale ergeben sich aus den abhangigen ; Anspriichen . 



30 



Die gemass, der vorliegenden Erfindung verwendeten. Metallkom- 
plex-Farbstoffe weisen Extinktionskoef f izienten e von uber 
10 1 000 auf, w^s -gegeniiber dem. Stand der Technik - den Ein- 
satz von wesentlich empf indlicheren Messsystemen erlaubt: So 
weisen der . Eisen-tris-Bathophenantrolin-disulf onsaure- 
dinatrium-Komplex [Fe(C 2 ,H 16 N 2 0 6 S 2 ) 3 ] 4 " ein s von ca . 18*700 
35 (bei 532 nm) , der Eisen-tris-Eerrozin-Komplex 

[Fe(C 20 H 12 N 4 O 6 S 2 ) 3 ] 4 ~ ein e von ca . 22 x 000 (bei 560 nm) , der 
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.Kupfer-Chromazurol S-Komplex [Cu (C 23 H 13 cr 2 0 9 S ] " ein e -von ca . 
16^000 (bei 522 nm) und der Kupf er-bis-Bathophenantrolin- 
disulfonsauredinatrium-Komplex [Cu (C 24 H ]6 N 2 0 6 S 2 ) 2 ] 3 " ein s von 
ca. 13 ^800 (bei 481 nm) auf . ' 

. Aus dem Stand der Technik be-kannte, intensiv farbige organi- 
sche Farbstoffe sind prinzipienbedingt (meist grosse konju- 
gierte a-Systeme) planar (z.B. Orange G)' . Durch diese Plana- 
ritat weisen sie eine nachteilige, durch die Van der Waals- 
Krafte bedingte, hohe Affinitat zu apolaren Oberflachen wie 

.den Innenwanden der Pipettenspitze, des Tubings oder der 
Aufnahmetopf chen auf . ' 

Ein Beispiel eines Molekuls aus dem Stand der Technik ist in 
Fig. 1 und zwei Beispiele von zur Verwendung im erfindungs- 
gemassen Verfahren zur' Best immung des Volumens einer Probe 
einer Fliissigkeit vorgeschlagenen Metall-Kompiexf arbstof f en 
sind, in den Figuren 2 und 3 dargestellt. Dabei zeigen: 

. Fig.. 1 Orange G - • . 

- Fig. la . Strukturf ormel . ' 

■■■-Fig. lb • Draufsicht, raumfullend 

Fig.- lc ''Seitenansicht, raumfullend 

Fig. 2 :■■ Kupfer (I) -bis (Bathophenantrolin-disulf onsaure- 
dinatrium) -Komplex 
Fig. 2a Strukturf ormel 

Fig. 2b Ansicht raumfullend 

Fig. 3 Eisen(II) -tris (Ferrozin) -Komplex ' 

Fig. 3a Strukturf ormel : - ' 

- ■ Fig; 3b . ' Ansicht raumfullend 

Erfindungsgemass vorgeschlagene Metall-Kompiexf arbstof fe 
weisen.' (im Gegensatz z.B. zum organischen Farbstoff Orange' 
G) eine dreidimensionale, z.B. tetraedrische oder oktaedri- 



22493CH6.DOC 



_ 9 - 



10 



15 



20 



25 



30 



sch.e Koordinationsgeometrie auf, was aus sterischen Grunden 
eine Adsorption solcher Molekiile. an apolaren, Oberf lachen 
massiv behindert. Zusatzlich. .konnen die Liganden mit- ioni- 
schen Gruppen wie Sulfon- oder . Carboxyl-Gruppen . substituiert 
werden, was die hydrophilen bzw. die lipophoben Eigenschaf- 
ten welter verstarkt. Indikator-Ionen in wassrigen . Systemen 
sind wegen ihrer Ladung und- der . kugelf ormigen Hydrathulle 
sehr hydrophil und neigen daher , ebenf alls nicht zur Adsorp- 
tion an apolare Oberflachen. . . r 

Adsorptionstests mit verschiedenen erf indungsgemass vorge- 
schlagenen Komplexen haben gezeigt, dass.keine signif ikante 
Adsorption an den Wandungen der Pipettiernadeln oder Tubings 
stattfindet. ., . : . . ,. 

Es ist erwimscht, dass bei - dem .Messverf ahren die pipettier- 
relevanten Flussigkeitseigensehaf ten moglichst ■ wenig veran- 
dert.werden. Die Zugabe ,_eines Indikator-Salzes -in die'Pipet- 
tierlosung, welches im Auf nahmetopf chen einer Mikroplatte 
mit einem chromogenen Liganden reagiert, beeinflusst die 
Flussigkeitseigensehaf ten .auf Grund der guten Loslichkeit 
nur geringfligig. Die Beeinf lussung der physikalischen Eigen- 
schaften wird, zusatzlich vermindert, indem es Dank des hohen 
Extinktionskoeffizienten des entstandenen Komplexes moglich 
wird, nur geringe Ausgangskpnzentrationen: des Indikator- 
Salzes einzusetzen. 



In den Aufnahmetopfchen muss eine zumindest stochiometrische 
Menge des chromogenen Liganden vor oder nach dem Pipettieren 
der Indikator-Salz-Losung vorliegen.. Zur sicheren und , 
schnellen quantitative^ Reaktion kann auch ein Uberschuss an 
Liganden eingeset zt , werden . Allfallige Puffersalze oder re- 
doxaktive Substanzen, die das Indikator-Ion in eine geeigne- 
te Oxidationsstufe iiberfuhren,. Ue.gen ebenfalls in den- Auf - 
35 nahmetopf chen vor. Der . eige.ntliche Pipettiervorgang wird da- 
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. durch. aber in keiner Weise beeinf lusst, wodurch dieses Mess- 
system sehr. variabel wird.- 

Die meisten Farbstoffe sind von ihrer LosTichkeit her je- 
wel Is nur 'fur einen bestimmten Bereich von Losungsmitteln 
geeignet. Dux.ch das Komplexieren des Indikator-Ions mit ei- 
nem geeigneten Hilf sliganden kann das Indikator-Ion in jedem 
beliebigen, Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch in geeig- 
neter Konzentration in Losung gebracht werden. Zum Beispiel 
konnen Eisen (III) -Ionen mit 2 , 4-Pentandion als [ Fe (C 5 H 7 0 2 ) 3 ] - 
Komplex in unpolareren Losungsmitteln gut in Losung gebracht 
warden. .Von 2 , 4-rPentandion ist eine breite Palette von Deri- 
■ vaten zuganglich, uber die die Loslichkeit des Eisenkomple- 
xes .in beliebigen Losungsmitteln eingestellt werden kann. Im 
Aufnahmetopfchen wird ein Hilfsligand entweder durch einen 
starkeren chromogenen .Liganden quantitativ verdrangt 
und/oder das. komplexrer.te 'Indikator-Ion wird durch eine Re- 
doxreaktion in eine Oxidationsstuf e iiberfuhrt, welche die 
quantitative Bildung eines starkeren- Komplexes mit dem chro- 
mogenen- Liganden.. erlaubt . Es 1st darauf zu achten, dass das 
Abs.orptionsspektrum des Hilf sliganden ni-cht mit ■ demj enigen 
des: chromphoren Komplexes uberlappt.. 

ELISA-Tests (ELISA = Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) 
(vgl. " PSCHYREMBEL Klinisches Worterbuch" Walter de Gruyter 
GmbH & Co,.' KG, Berlin 1999, 258. Auflage) sind aus der'-heu- 
tigen Klinischen Diagnostik und Live Science Forschung nicht 
• mehr. wegzudenken. Diese Tests erfordern haufig einen oder 
mehrere Waschschritte 1m Verlauf eines Tests (vgl. Lubert 
:Stryer in "BIOCHEMISTRY", Freeman and Company, - New York^ 
.1988., ■ 3* d Edition, Page .63) . In der Praxis wird die ; Rea'k- 
tionsfluss-igkeit aus den beschichteten Mikroplatten abge- 
saugt, Daraufhin werden Puff erlosungen : oder ■ TestreagenMen 
in die Aufnahmetopfchen dispensiert. Diese beiden Funktionen 
werden, -von e.inem Mikroplatten-Wascher ubernommeh. Im ersteri" 
Schritt agiert das Gerat als Absauger, im zweiten Schritt 
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wird das Gerat als Dispenser verwendet. Neuere auf dem' Markt 
erhaltliche Gerate (wie z. Bsp. von TECAN -Austria, Unters- 
bergstrasse la, 5082 Groedig, Osterreich) konnen mehrere 
verschiedene Puf f erlosungen, welche einzeln oder zusammen 
verwendet. w.erden, dispensieren . Mikroplatten-Wascher miissen 
- neben den bekannten Kriterien fur den Dispens - zusatzli- 
che Spezifikationen in Bezug auf das Restvolumen (z-.B: hoch- 
■ste-ns 2 M-l ) nach dem Absaugen in einem Auf nahmetopf chen er- 
fullen. . : - 



10 



Mikroplatten bestehen vorzugsweise aus optisch. einwandfreien 
Materialmen. Andernfalls sind Blindwertmessungen unumgang- 
lich. Besonder-s bevorzugt werden Mikroplatten mit fiachen 
Boden und paralle.len Wanden verwendet. In 'Mikroplatten, be- 
15 sonders mit .384- pder mehr Auf nahmetopf chen> kann 'auf Grund 
von Oberflachenspannung ; ,und.' Flussigkeit/Wandung-Wechselwir- 
kung verstarkte Meniskusbildung auftreten. Weiin die Mehisken 
von Flussigkeitstopfchen zu Fluasigkeitstopf chen mvregelma- 
■ ssig sind, resultieren daraus unterschiedliche Weglangen fur 
die.iphotometrischen, Messungen, welche' die Reproduzierbarkeit 
negativ beeinf lussen . Es empfiehlt sich daher, Mikroplatten 
mit Low-Binding Eigenschaf ten oder anderweitlg-modif izferten 
Oberflachen zu verwenden, urn die verstarkte Meniskusbildung 
zu unterdrucken. 



20 



25 



30 



In einem ersten Ausf uhrungsbeispiel quant i tat iver Messungen 
wurde das System "FeS0 4 in wassriger Ldsung mit FerroZine®" 
eingesetzt; "FerroZine®" ist das eingetragene Warenzeichen 
,von Hach Company, P.O. Box. 389, Loveland,- .CO 80539. USA; 1 ■ Die 
Prpben wurden sowohl im Single Pipetting-- Modus (je 12 Ein- 
zelpipetitierungen) . als auch im, Multi. Pipetting Modus (12 
Aliquote) pipe t tier t . Es wurden 20, 100, ■ 20t) : bzw. 1000 Ein- 
zeltropfen -(Solltrppf envolum'en = 500 pi) abgegeben. 

35 Fur die Eiehkurve wurde eine wassrige ;0.25> M' FeSO^-Losung mit 
.FerroZine® und Ammoniumacetat-Puf f er . angesetzt . Die :entstan- 
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dene Komplexlosung wurde mit Ascorbinsaure stabili siert . Aus 
dieser Stammlosung wurden durch Verdunnen Messlosungen her- 
gestellt, die Pipettiervolumina von 2 . 5 nl, 5.0 nl, 10.0 nl, 
20.0 nl, 40.0 "nl und 8 0.0 nl in 200 pi entsprechen. Jewells 
12 All quote a 200 pi dieser Messlosungen wurden von Hand in 
eine Mikroplatte pipetti'ert und die - optische Absorption bzw. 
die Optical Densities (OD) mit einem Mikroplatten-Photo- 
metrie-Reader gemessen. Durch . die Messpunkte konnte mittels 
Linearer Regression die Eichkurve errechnet werden. 



10 



Fur die Volumenbestimmungen wurden jeweils 100 pi einer mit 
. Ammoniumacetat gepufferten 3.25 mM FerroZine®-L6sung mit 
Ascorbinsaure in den Aufnahmetopf chen einer Mikroplatte vor- 
geleg ( t':' Darauf. wurden 10 nl und' 50 nl einer' mit Ascorbinsau- 
1'5. re stabilisierten 0.25 M FeS0 4 -Losung mit dem -Pipettierauto- 
maten zupipettiert . Die Pipettierungen von '1'00 nl und 500 nl 
wurden mit einer mit Ascorbins'aure stabilisierten 0.025 M 
FeS0 4 TLosung durchgef uhrt . 

20 Nach dem Pipettiervorgang wurde das Volumen mit deminerali- 
: ! siertem Wasser in- den einzelnen Aufnahmetopf chen auf 200 pi 
• Gesamtvolumen aufgefullt und die'Losungen in den Mikroplat- 
ten durch mechanisches Schutteln gut 'durchmischt . Die opti- 
sche Absorption der gefarbten 'Komplexlosung in den' Aufnahme- 
25 topfchen der Mikroplatte wurde darauf in einem Mikroplatten- 
'Photbmetrie-Reader gemessen und die Volumina anhand der 
Eichkurve berechnet.- ' ' ■ 



Die mit dem System "FeSO, in wassriger Losung mit FerroZine® 
30 erzielten Resultate sind'in den folgenden Tabelleh 1 und 2 
dargestellt : ■ • • • • • ; 



35 
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Tabelle 1 



- Single Pipetting Modus 


Sollvolumen 


Durchschnittsvolumina der 
. 12 Einzelpipettierungen 


ACC 


CV 


10 nl - 


9.7 nl 


3.0% 


2.9 % 


50 nl 


48.0 nl 


4.0% 


1.2 % 


100 nl , 


101.8 nl 


1.8% 


■ 1.5 % 


500 nl 


497.5 nl 


0.5% 


1.5 % 



5 Tabelle 2 



Multi Pipetting Modus r i 


So llvo lumen 


■ : Durchschnittsvolumina 
der 12 . Aliquote 


ACC der 
Aliquote 


CV:der 
Aliquote 


10 nl 


9.8 nl 


2.0% 


1.4 % 


50 nl 


48.1 nl - 


3.8%'- 


2.5 % 


100 nl 


99.3 nl 


- 0.7'% 


..4/0 % 


500 nl 


509. 0 nl 


, 1.8% 


2.8 % 



In einem zweiten Ausfuhrungsbeispiel quantitativer Messungen 
10.. s wurde das System "Eisen-tris (ace ; tylacetonat,) - in 100. % Dime- 
. thylsulfoxid, (DMSO) mit FerroZine®" einge.setzt .. Die Prbben 
wurden sowphl im Single Pipetting Modus (.je 12 Einzelpipet- 
tierungen) als auch im Multi , Pipetting. Modus (12 Aliquote); 
pipettiert. Es wurden 20, 100, 20,0, bzw. , 1000 Einzeltropf en 
15 (Solltropfenvolumen = 400 pi) abgegeben. 

Fur die Eicjikurve wurde eine 0.063 M- Eisen-tris (acetyl- 
,acetonat)-L6sung in .reinem. DMSO angesetzt -.. . Aus dieser Stamm- 
losung wurden durch Verdunnen mit Ammoniumacetat-Puf fer> 
20 Ascorbinsaure und FerroZine® Messlosungen hergestellt, die 
Pipettiervolumina von 2.5 nl, 5.0 nl, 10.0 nl, 20.0 nl, 40.0 
nl und 80.0 nl in 200 ul entsprechen. Jeweils 12 Aliquote a 
200 ul dieser Messlosungen wurden von Hand in eine Mikro- 
platte pipettiert und die optische Absorption bzw. die Opti- 
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eal Densities (OD) mit einem Mikroplatten-Photometrie-Reader 
gemessen. Durch die Messpunkte konnte mittels Linearer Re- 
gression die Eichkurve errechnet werden. 

5 Fur die Volumenbestiramungen wurden jeweils 100 ul einer mit 
Airimoniumacetat gepufferten 3.25 mM FerroZine®-Losung mit 
Ascorbinsaure in den Auf nahmetopf chen einer Mikroplatte vor- 
• gelegt. Darauf wurden 8 nl, 40 nl, 80 nl und 400 nl einer 
0.063 M Eisen-tris(acetylacetonat)-Losung in reinem DMSO mit 
10 dem Pipettierautomaten zupipettiert . 

Nach t dem Pipettiervorgang wurde das Volumen mit deminerali- 
siertem Wasser in den einzelnen Aufnahmetopf chen auf 200 ul 
Gesamtvolumen aufgefiillt und die Losungen in den Mikroplat- 
15 ten durch mechanisches Schutteln gut durchmischt. Die opti- 
sche Absorption der gefarbten Komplexlosung in den Aufnahme- 
topfchen der Mikroplatte wurde darauf in einem Mikroplatten- 
Photometrie-Reader gemessen und die Volumina anhand der 
Eichkurve berechnet. 

20 

Die mit dem System "Eisen-tris (acetylacetonat ) in 100 % Di- 
methylsulfoxid (DMSO) mit FerroZine®" erzielten Resultate 
sind in den folgenden Tabellen 3 und 4 dargestellt: 

25 Tabelle 3 



Single Pipetting Modus 


Sollvolumen 


Durchschnittsvolumina der 
12 Einzelpipettierungen 


ACC 


CV 


8 nl 


8.3 nl 


3.8% 


1.7% 


40 nl 


37.8 nl 


5.5% 


2.6% 


80 nl 


71.2 nl 


11.0% 


1.1% 


400 nl 


356.9 nl 


10.8% 


1.8% 



30 
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Tabelle 4 



Multi Pipe.tting Modus 


Sollvolumen 


Durchschnittsvolumina 
der 12 Aliquote 


ACC der 
Aliquote 


CV der 
All quote 


8 nl 


8.0 nl. • : 


0.0-% ■ 


■ .1:2% 


40 nl 


38.1 nl 


.4 . 8% 


-1.0% 


80 nl 


75.8 nl 


5.3% 


0.8% 


400 nl 


377.9 nl 


5.5% 


1.1% 



5 Wie diese Beispiele zeigen, wurde die eingangs gestellte 
Aufgabe gelost. Tatsachlich erlaubt das er f indungsgemass 
vorge'schlagene Verfahren unter Verwendung der erf iridungsge- 
mass 'vorgeschlagenen' Metall-Komplexf arbstof fe sowie einer 
entsprechenden Vorrichtung die Bestiinmung des Volumens einer 
10 Probe einer Flussigkeit und eine Kalibrierung im Submikroli- 
lier-Bereich . : ' ; ' ■ - 
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Patentanspruche 



Verfahren zur Bestimmung des-'Vo lumens einer Probe einer 
Flussigkeit (A) , bei dem - zum Anfarben der Flussigkeit 
(A) - eine bestimmte • Konzentration eines chromophoren 
Indicators in dieser Flussigkeit (A) erstellt, eine Pro- 
be von der Flussigkeit (A) abgetrennt, die optische Ab- 
sorption der abgetrennten Probe gemessen und das Volumen 
der abgetrennten Probe durch Korrelation der gemessenen 
optischen Absorption mit der Konzentration des Indika- 
tors in dieser Flussigkeit - (A)- < bestimmt wird, dadurch 
gekennzeichnet, dass al's- Indikator zum Anfarben der 
Flussigkeit (A) Ionen verwendet werdeh, welche durch 
Komplexierung mit einem spezif ischeri Liganden die Far- 
bung der Probe erzeugen. < 



.Verfahren - zur Bestimmung des Restvolumens einer von 
einer Flussigkeit (A) abgetrennten Probe in' einer Pro- 
benaufna'hme, aus der ein Teil der Probe entnommen wird, 
so dass nur -noch ein Probenrest in der' Probenauf nahme 
zuruckbleibt - bei dem - zum Anfarben der Flussigkeit 
(A) -.-eine bestimmte Konzentration eines chromophoren 
Indicators in dieser Flussigkeit (A) erstellt, eine Pro- 
be von der Flussigkeit (A)'^ in die Probenaufnahme abge- 
trennt, ein Diluent zum Probenrest hinzugefugt und die 
optische Absorption des verdunnten Probenrests gemessen 
wird,' wobel das Restvblumen durch Korrelation der gemes- 
senen op'tischen Absorption mit'der ursprunglichen Kon- 
zentration des ■ Indikators in dieser Flussigkeit (A) be- 
stimmt wird, dadurch gekennzeichriet , dass als Indikator 
zum Anfarben der Flussigkeit (A) Ionen verwendet werden, 
welche durch Komplexierung mit einerrf spezifischen Ligan- 
den die ■• Farbung der Probe erzeugen. " 
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Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 

net, dass - vor dem Abtrennen einer Probe - der chromo- 
phore Indikator mit dem Ligand komplexiert und als far- 
bige Komplex-Losung der Flussigkeit (A) zugegeben wird. 

Verfahren. nach einem der vorhergehenden Anspruche 1 oder 
3, dadurch gekennzeichnet dass - vor -dem Abtrennen ei- 
ner Probe - ein Ausgleichsvolumen , als Tell eines Dilu- 
ents in einer Probenauf nahme vorgelegt wird. 

Verfahren , nach. Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

- vor dem .Abtrennen einer Probe - ein Indikator-Salz der 
Flussigkeit (A) zugegeben, eine Probe . der Flussigkeit 
: .(A) in eine vorgelegte ..Reakt ions 16 sung., mit . dem chromoge- 
nen Liganden abgegeben und dort. unter: Farbentwicklung - 
komplexiert wird. , 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 

der chrompphore Indikator vor dem Zugeben zu der Flus- 
sigkeit (A) und zum Verbessern. dessert . Loslichkei.t in 
dieser Flussigkeit, (A) , mib einem Hilf sliganden- komple- 
xiert. und der Flussigkeit (A) zugegeben,., eine, .Probe der 
Flussigkeit (A), in ein.e vorgelegte, Reaktionslos.ung mit 
dem Liganden abgegeben. und. dort unter Verdrangung des 
Hi.lfsliganden und Farbentwicklung. mit dem Liganden kom- 
plexiert wird. , ; 



Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, .dadurch gekennzeich- 
net, 4ass. der chromogene. Ligand der vo.rgelegten Reakti- 
onslosung im Uberschuss zur , erwarteten Reakt.ionsmenge 
beigegeben wird,,, , ■ . . - > ., ;■ 

Verfahren nach einem, , der Anspruche 3, .bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass -nach dem Abtrennen einer Probe in 
ein Probenaufnahme-Gefass - ein Erganzungsvolumen in 
diese Probenaufnahme zugegeben wird. 



6. 

20. ; 

25 



, 7. 

30 - 

8. 

35 
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• 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch. gekennzeichnet, dass als Indikator Metall-Ionen, 
insbesondere Fe ++ , Fe +++ oder Cu ++ , verwendet werden. 

5 10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 1 bis 
8, dadurch gekennzeichnet, dass als Indikator hicht 
quantitativ mit dem chromogenen Liganden komplexierbare 
Metall-Ionen, insbesondere Fe +++ , verwendet werden. 

11. Verfahren nach Ansprueh 10, dadurch gekennzeichnet , dass 

die hicht quantitativ mit dem chromogenen Liganden kom- 
plexierbaren Metall-Ionen vor dem Komplexieren mit dem 
Liganden zu komplexierbaren Ionen reduziert oder oxi- 
diert werden. ■ ■ ■ ' 

12. Verfahren 1 nach Ansprueh 11, dadurch gekennzeichnet, dass 

als Reduktionsmittel Hydroxylaminhydrochlorid, Tartrat- 
Salze, Ascorbinsaure und dergleichen, und dass als Oxi- 
dationsmittel Hexacyanof errat / elementares Brom und der- 
gleichen verwendet werden. 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
^Anspruche, dadurch gekennzeichnet/ dass als Ligand Poly- 

dentate; wie z.B- ; FerroZine®, Bathophenaiitrolin- 
disulfonsauredinatrium/ Bathocuproin-disulf on'saure- 
dinatrium oder Chromazurol S, verwendet werden. 

14 . "Verfahren- nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche 6 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass als 
Hilfsligand p-'Diketone, wie z.B. Acetylacetonat oder Pen- 
tan-2, 4-dion-l, 5-diol, verwendet werden. ' ' 



15 
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.System zur Durchfuhrung des Verf ahrens nach einem oder 
mehreren der Anspriiche : 1 bis 14, ■ welches ■ eine; Dispen- 
sier- und/oder Pipettiervorrichtung, eine,. Probenauf nahme 
zum Aufnehmen von abgetrennten Proben, ein Gerat zum 
Messen- der optischen Absorption der Proben in der Pro- 
benaufnahme und einen Rechner zum Berechnen des Volumens 
der abgetrennten Proben umfa ; sst. 

System nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , dass es 

ein. Pipet.tier-., und/oder Dispensierautomat mit . N Kanalen, 
wobei N,insbesondere 1, 4, , 8, 96 oder 3§4-Kanale bedeu- 
tet, ist . ■ 

7. System nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass es 

ein Waschautomat, insbesondere fur Mikroplatten, mit N 
Kanalen, , wobei N .insbesondere _ 8 , 12, 1,6,. 96-oder 384 Ka- 
nale bedeutet,. ist. . 

8. System nach Anspruch 15,,. 16 oder 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Probenaufnahme als eine Mikroplatte. 
bzw. als ein Array von Topfchen ausgebildet ist. 

System nach Anspruch 16 oder 17, dadurch gekennzeichnet, 

dass es eine TragerpXatte rait den Aussenmassen einer Mi- 
kroplatte und eine Einrichtung fur die Messung der Tem- 
peratur von Mikroplatteninkubatoxen umfasst, ■ 

Testkit zur- Durchfuhrung des Verf ahrens -nach einem. oder 
mehreren der Anspruche. ,1 bis 14 und in einem System ge- 
mass. : einem oder mehrerer der Anspriiche 15 bis 19, da-;; 
durch gekennzeichnet, dass er zumindest eine in Konzen- 
tration und optischer Absorption definierte Testlosung 
des chromophoren Indikators umfasst. 
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21. Testkit nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass 

er zusatzlich eine definierte Reaktionslosung mit einem 
chromogenen Liganden umfasst. 

5 22. Testkit nach Anspruch .20 oder 21, dadurch gekennzeich- 
net, dass er zudem ein Reduktions- oder Oxidationsmittel 
uitifasst. 

Testkit nach. einem der Anspruche 2 0 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass er zudem einen Diluentpuf f er und/oder 
einen Hilf sliganden umfasst. 

24. Testkit nach einem der Anspruche 20 bis 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass er ; zudem Mikroplatten umfasst. 

15 , ■ ........ 

25. Testkit nach Anspruch, 24, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Mikroplatten,. eine ausgewahlte : Geometrie bzw. eine 
ausgewahlte Oberf lacheneigenschaf t aufweisen. 



23. 

10 
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Z u s axnmen f a s s ung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren, eine Vorrichtung und 
ein Testkit zur Durchfuhrung dieses Verfahrens zur Bestim- 
mung.des Vo lumens einer Probe einer Flussigkeit (A)-. Bei dem 
Verfahren wird - zum Anfarben der Flussigkeit ■ (A) - eine be- 
stimmte Konzentration eines chromophoren Indikators in die- 
ses >Flti,ssigkeit (A) erstellt, eine Probe von der Flussigkeit 
(A) abgetrennt, die optische Absorption der abgetrennten 
Probe gemessen und das Volumen der' abgetrennten Probe durch 
Korrelation der gemessenen optischen Absorption mit der Kon- 
zentration des Indikators in. dieser Flussigkeit (A)-' be- 
stimmt. Das Verfahren . ist . dadurch - gekennzeiohnet, dass als 
Indikator zum Anfarben der Flussigkeit (A) Ionen verwendet 
werden, welche -durch. Komplexierung mit einem spezif ischen 
Liganden die' Farbung der Probe erzeugen. -i • ■ 



(Fig. 2a) 
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